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【目　的】
アミノ酸にはL型とD型が存在し、生体内のタンパク質を構成するアミノ酸はh型
である。近年の研究により、遊離D型アミノ酸も晴乳類のいくつかの臓器に存在する
ことがわかってきた。D型アスパラギン酸（D・A坤）の合成酵素や特異的トランスポ
ーターは明らかになっておらず生体内DAspの由来は不明である。特異的な分解酵素
として唯一、D型アスパラギン酸オキシダーゼわDO）が知られている。D・Aspの生
理的機能に関して解明されている部分は多くはないが、ラットライディッヒ紺胞の培
養下でテストステロン合成を克進することが知られている。またその作用を介して、
造精機能を先進することが推測されているが詳細は明らかにされていない。
精子形成は下垂体から分泌されるFSH、LHや、LHの作用を受け分泌されるテス
トステロンなどによりコントロールされている。臨床において、造精機能障害は大き
な問題になるにも関わらず、遁精機能を改善し、明確な作用機序を持つ物質は、FSH
およびu王作用を持つhCGを除き、ほとんど知られていない。
D・Aspを経口摂取などにより投与しても精巣にはほとんど作用せず、これまでに哺
乳類精巣特異的にD・A坤を作用させ、影響を検討した報告は存在しない。近年、
血精子産生の手法が初めて報告された。これにより精子形成についてより詳細な
検討ができる状況になった。本研究では、マウス精巣でのD・Asp、DDOついて発達
段階における変化を生化学的および組織学的に解析し、血血精子産生法を用いて
D－Aspが精子分化に与える影響について検討を行った。
【方法】
①Aspの含有量は、マウス精巣（2－20週齢）を摘出し、ラベル反応後、HPLC（高
速液体クロマトグラフィー）を用いて分離・定量した。
②DDO活性の測定は、b・Aspを含む反応掛こマウス精巣ホモジネート溶液を添加し、
1時間反応させた後、生成するオキザロ酢酸を定量した。
③蛍光免疫染色でマウス精巣におけるD－ASp、DDOの局在を検討した。
④減数分裂後期に生殖細胞でGFPが発現するAcr－GFPTgマウスの精巣組織を用いた
血rf′〃精子産生法の培地へD－Aspを添加し精子形成への影響を検討した。
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【結果l
①　マウス精巣のD・Asp含有量は、出生直後では低い値であったが、徐々に上昇し
10週齢でピークとなりプラトーに達した。一方、L軸含有量は発達段階に
おける変化はみられなかった。
②　DDOの活性は、出生直後が最も高く、成長とともに低下し6過齢以降、ほとん
ど活性を失ったまま推移した。
③　D・A印は分化の進んだ精子細胞の細胞質に局在した。一方、分解酵素DBOはセ
ルトリ細胞に局在した。
④　D・Aspを添加すると、濃度依存的に血〟加精子産生牡において精子分化の指
標であるGFPの発現を抑制した。
【考察】
DAspが精子形成に対し正に働くのではないかと考え検討したが、その仮説とは逆
の結果となった。これにはD・Aspが精巣内で緻密に制御されていることが影響してい
ると考えられる。つまり単純に精巣組織へD・ASpを作用させることでは、元日痴和で
のD・Aspの影響が再現できない可能性がある。
ラットの精巣内で、D・Aspは特に伸長精子細胞の細胞質に多く含まれることが報告
されてきた。我々の今回の検討と合わせて考えると、伸長精子細胞の細胞質に存在す
るD・Aspが、精子の分化と共に精子細胞の残余小体に集積すると考えられる。また成
年マウス精巣では他臓韓と異なりDDO活性がほぼ失われていた。つまり、残余小体
に存在するDA坤はセルトリ細胞に取り込まれるが、そこでDDOによる分解を受け
ない。この結果から、DDOの発現制御を介してD・A寧pが生理作用を発揮できるレベ
ルに維持されている可能憶が示唆される。
血壷由り精子形成のアッセイ系を用いて、外因性D－Aspが減数分裂を開始する前の
マウス生殖細胞の細胞分裂に対し負に働くことが分かった。残余小体に存在する
D・Aspは、減数分裂前の生殖細胞に作用することなく、減数分裂を終えた精子細胞内
で合成、もしくは精子細胞内へ輸送されたと予想される。その後セルトリ細胞に取り
込まれたD・A坤は、ライディッヒ細胞に直接作用するのであれば、精巣問質に放出さ
れる。精巣内DJ臨pの一連の流れが、精子細胞の細胞質である残余小体に始まりライ
ヂィッヒ細胞に作用するとすれば、精巣内においてD・Aspは巧妙に制御されながらそ
の生理的括性を発揮していることになる。
【結論】
精子分化の過程において、外因性D・A坤が抑制的に働く時期や、内因性に集積する
時期と部位が明らかになり、精巣内D・Aspの由来を考える上で重要な情報となりえ
る。マウス精巣内でのD・A坤、DDOの挙動を詳細に検討した今回の結果は、D・Asp
の生理的な意義についてより深く理解する一助となる。
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生体内のタンパク質を構成するアミノ酸のひとつであるL型アスパラギン酸の光学異性体と
して存在し、ラット・ライディッヒ細胞からのテストステロン合成促進に働くとされるD型ア
スパラギン酸（D－Asp）は、精子形成に促進的に働く可能性がある。本研究では、マウス精巣中
のD－Aspの分離・定量ならびに局在とその特異的な分解酵素であるD型アスパラギン酸オキシ
ターゼ（DOD）の活性ならびにその局在を検討し、また減数分裂後期にGFPが発現するAcr－CFP
Tgマウスの精巣組織を、近年開発されたin vitro精子形成系に適用することにより、添加し
たD－Aspの精子形成への影響について検討を行い、以下の点を明らかにした。
1）マウス精巣におけるD－Asp含有量は、出生後より週齢とともに増加し、10過齢でプラト
ーに達した。
2）DDOの活性は出生後より週齢とともに低下し、6適齢以降は活性を認めなかった。
3）D－Aspの局在は、分化の進んだ精子の細胞質にあり、DODはセルトリ細胞に存在した。
4）in vitro精子形成系において、D－Aspの添加により、精子形成は抑制された。
本論文は、SpermatOgeneSisにおけるD型アスパラギン酸の影響について新しい知見を与え
たものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士（医学）の
学位論文に値するものと諷められた。
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